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MM（RRMM）患者の p53 の機能回復を目論んだ治療法は、RRMM 患者の予後を改善させ得る可能性
がある。 
 CP-31398（CP）は種々のがん細胞において、野生型 p53 を活性化、あるいは変異 p53 蛋白の
機能を回復させることで細胞周期停止やアポトーシスを誘導する低分子化合物である。さらに、
CP は p53 依存性に ROS 産生を亢進させ、アポトーシスを誘導する可能性が報告されているが、
その詳細な機序は不明である。また、MM に対する CP の効果を検討した報告はない。そこで、




1) CP の MM 細胞に対する in vitro での細胞増殖抑制効果の検討 
 4 種の MM 細胞株（MM1S（p53 wild）, RPMI8226（p53 mutant）, U266（p53 mutant）, KMS11
（p53 null））および MM 患者の骨髄穿刺検体から得られた CD138 陽性細胞（primary MM） 2 例
を 96 well flat plate に播種し、CP を添加し 48 時間培養した。Premix WST-1 assay Cell 
Proliferation Assay System を用いて細胞増殖能を検討した。得られた結果から各細胞株にお
ける CP の 50 %細胞増殖阻害濃度（IC50）を算出した。 
 
2)MM 細胞株のアポトーシスの検討 
 MM 細胞株を CP に 24 時間曝露した後、Annexin V/7AAD assay を用いたフローサイトメトリー
法でアポトーシスを解析した。同時に、CP 曝露後に回収した細胞から抽出した lysate を用い





 human p53遺伝子を標的としたsiRNA及び、コントロールである non-silencing control siRNA
を、エレクトロポレーション法を用いて RPMI8226 細胞にトランスフェクションした。トランス
フェクション後、24 時間培養した MM 細胞を CP に 24 時間曝露したのち、前述の Annexin V/7AAD
assay を用いてアポトーシスを検討した。 
 
4)CP により惹起される ROS の検討 
 細胞質内ROSおよびミトコンドリア ROS を CellROX Deep Red および MitoSOX Red を用い、
各試薬の製造元プロトコールに従って検出した。フローサイトメトリーを用いた ROS 検出に関
しては、MM 細胞培養中の培地内に CellROX あるいは MitoSOX を添加し、10 - 30 分間インキ




 既報に従い、週齢 8週の雌の NOD/Shi-scid IL-2γnul (NOG)マウスに対し、左大腿部に 3x107
の RPMI8226 細胞を皮下注射し、MM 皮下腫瘍モデルマウスを作成した。腫瘍体積が 100mm3を超
えた個体をCP治療群とvehicle群に1:1で割り付けた（各群5例）。各群に対し、CP（2 mg / mouse, 
suspended in 100µl PBS）、あるいは vehicle のみ週 3回の腹腔内投与を 4週間行なった。腫瘍
径測定は隔日で行い、腫瘍体積は以下の公式を用いて算出した。治療スケジュールの終了後、
全モデルマウスの解剖を行い、摘出した腫瘍および正常組織は hematoxylin and eosin 染色を
行い、CP 投与による影響を組織学的に検討した。また、腫瘍組織は Cleaved-PARP 免疫染色を
行い、アポトーシスの有無を解析した。 
 
 Tumor volume = length x width2 x 0.5 
 
6)統計学的検討 




1) CP の MM 細胞に対する in vitro での細胞増殖抑制効果の検討 
 CP は MM 細胞株の p53 発現ステータスに関わらず濃度依存性に細胞増殖抑制効果を示し、ま
た、primary MM に対しても同様に良好な増殖抑制効果を示した。IC50 は 2.51-11.2 µM であり、
CP は他のがん細胞株と比較してより低濃度で MM 細胞の増殖抑制効果を示した。骨髄間葉系細
胞（BMSCs）の共存は MM 細胞に薬剤耐性をもたらすことが知られているため、BMSCs の存在下
での CP に対する MM の感受性を確認したが、CP は BMSCs 存在下においても細胞増殖抑制効果を
示した。 
 
2) CP は MM 細胞に対し、アポトーシスを誘導する 
 Western blotting 法およびフローサイトメトリーを用いて CPによって引き起こされる MMの
細胞障害性を検証した。Annexin V/7AAD 染色による評価では、CP により濃度依存的にアポトー
シス陽性細胞数が増加した。さらに、CP は MM1S, RPMI8226, KMS11 のいずれの細胞株において
も Caspase-9, Caspase-3, PARP タンパクの proteolytic cleavage を引き起こした。加えて、
pan-Caspase 阻害剤である Z-VAD-FMK の併用により、CP によってもたらされる細胞増殖抑制効
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果はキャンセルされた。これらの結果から、CP によって惹起される MM 細胞に対する細胞障害
性は内因性アポトーシスによって引き起こされていることが示唆された。 
 続いて、MM 細胞に CP を曝露した際の p53 伝達経路の評価を Western blot 法を用いて行なっ
た。MM1S および RPMI8226 に CP を曝露することにより p53 蛋白および p53 標的分子である MDM2
や p21 蛋白増加は軽微であった。さらに、human p53 遺伝子を標的とした siRNA をトランスフ
ェクションした（p53-silenced） MM 細胞に対しても CP は細胞障害性を保っていた。これらの
結果からは、MM 細胞に対する CP の細胞障害性は p53 非依存的な経路が介在していることが示
唆された。 
 
3) CP は ROS 依存的なアポトーシスを誘導する 
  我々はこれまで ROS が MM の病態形成において重要な役割を担っていることを明らかにして
いる。一方、CP は Rhabdomyosarcoma（RMS）細胞に対して ROS を誘導することが報告されてい
る。そこで我々は MM細胞において CP 曝露により ROS産生亢進が誘発されるか否かを検討した。
蛍光顕微鏡観察およびフローサイトメトリーを用いた ROS 測定の結果、RPMI8226, KMS11 細胞
を CP に曝露すると、細胞質内およびミトコンドリア内の ROS 上昇が観察された。さらに、
ROS-scavenger である N-acetyl-cysteine（NAC）を併用することで、CP によって引き起こされ
る ROS レベルの上昇は著明に減少し、NAC 併用により CP によって誘導されるアポトーシスが有
意に減少した。これらの結果から、CP によって誘導される MM 細胞のアポトーシスは ROS 依存
的な経路によってもたらされていることが示唆された。 





4)MM 皮下腫瘍モデルに対する CP の抗腫瘍効果の検討 
 CP の臨床的有用性を確認するため、RPMI8226 皮下腫瘍モデルマウスを用いて in vivo での
CP の抗腫瘍効果を検証した。CP 治療群では vehicle 群と比較し、有意に MM 皮下腫瘍の増大が





 本研究では、CP が MM 細胞に対し、その p53 発現ステータスに関わらず効果的にアポトーシ
スを引き起こすことが示された。さらに、CP は MM 皮下腫瘍モデルに対しても重篤な副作用を
引き起こすことなく腫瘍増殖を抑制した。これらの結果から、CP は MM 治療薬として臨床応用
できる可能性が示唆された。 
 これまで CP は種々の癌腫に対して抗腫瘍効果を発揮することが報告されているが、MM に対
する抗腫瘍効果を明らかにしたのは本論文が初めてである。これまで報告されている CP による
抗腫瘍効果の機序は、変異型 p53 のがん抑制作用の回復や、野生型 p53 の転写活性増強である。
すなわち、p53 蛋白発現増加や転写活性上昇により、p53 下流遺伝子群を活性化させ、癌細胞に
細胞周期停止やアポトーシスを誘導する。また、RMS 細胞においては、CP が p53 をミトコンド
リアへ移行させ、ミトコンドリア膜電位の脱分極を引き起こすことで p53 依存的に ROS を過剰
産生させ細胞死を誘導する可能性が報告されている。我々の検討結果から、既報とは異なり、
MM 細胞では CP 処理による p53 蛋白や p53 標的遺伝子の誘導効果はごく軽微であり、p53 
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silenced MM 細胞や p53 null MM 細胞に対しても CP は効果的にアポトーシスを誘導した。また、
抗酸化薬である NAC の併用により、CP によって誘導されるアポトーシスは完全に抑制された。
これらの結果からは、CP により誘導される MM 細胞のアポトーシスは ROS 依存的であることが
示唆された。しかし、本研究においては CP が ROS 産生亢進を惹起するメカニズムの解明には至
っておらず、その解明にはさらなる検討が必要である。 
 MM の治療においては Bortezomib（BTZ）や Carfilzomib（CFZ）, 免疫調節薬といった多種の
薬剤が臨床導入され、MM 患者の予後が改善する一方、その治療期間が延長傾向にある。結果と
して、RRMM 患者の腫瘍細胞は種々の薬剤に対する耐性を獲得している。この薬剤耐性が RRMM
を治療する上で問題となっている。RRMM 患者の治療戦略として、腫瘍細胞内の ROS レベルを増
加させることは有望な治療戦略の一つとなり得る。現在臨床応用されている MM 治療薬の中で、
ROS を直接増加させ得る薬剤は存在しないが、BTZ や CFZ といったプロテアソーム阻害剤によっ
て引き起こされる細胞障害性の重要なメカニズムの一つとして ROS 産生亢進が挙げられてい
る。本研究では CP が CFZ の抗腫瘍効果を相乗的に増強させることも見出している。この結果か




 我々は、CP が MM 細胞に対し p53 非依存的に ROS の過剰産生およびミトコンドリアの脱分極
を介したアポトーシスを誘導することを明らかにした。本研究の結果から、通常の MM 治療薬に
対する反応性の乏しい、p53 に異常を有する RRMM 患者に対しても CP が有望な治療薬となり得
る可能性が示唆された。 
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予後不良因子である p53 の変異の有無に関わらず、CP-31398 が有望な治療薬となりうる
可能性を示唆し、学位論文として十分に値するものであると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
